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一种三唑醇类化合物的体内外抗真菌活性研究
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［摘要］　目的：观察三唑醇类化合物ＳＬ１３０的体内外抗真菌活性。方法：采用美国临床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）１９９７
年公布的 Ｍ２７Ａ方案，实验用菌株包括白念珠菌及非念珠菌致病真菌，用最低抑菌浓度 ＭＩＣ８０表示抗真菌活性。此外利用纸

片扩散法、时间杀菌曲线及小鼠的存活率等方法考察ＳＬ１３０的抗真菌活性。结果：ＳＬ１３０具有一定的抗真菌活性，体外明

显强于氟康唑，体内与氟康唑基本相当。结论：此三唑醇类化合物结构新颖，体内外的抗真菌活性明显，值得进一步研究。
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　　近年来，随着免疫缺陷宿主的不断增多，抗生素
的大量使用，皮质激素、免疫抑制剂广泛应用于人
体，器官移植、白血病、艾滋病等严重疾病的发生，使
深部真菌感染发病率不断升高［１］，真菌病原菌的种
类也在不断发生变化。２０世纪９０年代后，各种抗
真菌药物不断问世，但是对于免疫受损患者和循环
系统障碍患者所患的许多真菌病，其治愈率、预防复
发和再感染的效果都不令人满意，同时氮唑类药物
的耐药现象［２］日趋严重，所以开发新型抗真菌药迫
在眉睫。

　　本实验对ＳＬ１３０这种新化合物进行了一系列
的抗真菌活性研究。

１　材料和方法

１．１　药物和试剂　三唑醇类化合物由第二军医大
学药学院药物化学教研室和有机化学教研室合成，
化合物ＳＬ１３０的命名为１（１Ｈ１，２，４三唑１基）
２（２，４二氟苯基）３［４（４异酰胺基苯基）哌嗪］２
丙醇（图１），为人工合成纯品，呈黄色粉末状，纯度
为９９．７％；氟康唑注射液由上海信谊金朱药业有限
公司提供；伊曲康唑由上海医药工业研究院提供；酮
康唑、伏立康唑由第二军医大学药学院有机化学教
研室合成，纯度为９９．７％。二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）由
中国医药集团上海化学试剂公司出品，用前重蒸。
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图１　ＳＬ１３０结构式

Ｆｉｇ１　ＳＬ１３０ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

１．２　菌株　白念珠菌ＣＡＦ２１、ＳＣ５３１４由 Ｗｉｌｌｉａｍ
Ａ．Ｆｏｎｚｉ惠 赠，白 念 珠 菌 Ｙ０１０９、９０４、４９４、１００、

０６０４１０９，新生隐球菌（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ）１
株、近平滑念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ）１株、烟曲
霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ）１株、热带念珠菌
（Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）１株均由长海医院真菌室提
供。

１．３　培养基　ＲＰＭＩ１６４０液体培养液：ＲＰＭＩ１６４０
（ＧｉｂｃｏＢＲＬ）１０ｇ，ＮａＨＣＯ３２．０ｇ，吗啡啉丙磺酸
（ＭＯＰＳ，Ｓｉｇｍａ）３４．５ｇ（０．１６５ｍｏｌ／Ｌ），加三蒸水

９００ｍｌ溶解，１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 调ｐＨ至７．０（２５℃），
三蒸水定容至１０００ｍｌ，０．２２μｍ微孔滤膜过滤除
菌，分装后于４℃保存备用。

　　沙堡葡萄糖琼脂（ＳＤＡ）：蛋白胨１０ｇ，葡萄糖

４０ｇ，琼脂１８ｇ，加三蒸水９００ｍｌ溶解，加入２ｍｇ／

ｍｌ氯霉素水溶液５０ｍｌ，调整ｐＨ至７．０，以三蒸水
定容至１０００ｍｌ，高压灭菌（１２１℃，１５ｍｉｎ）后于４℃
保存备用。

　　ＹＥＰＤ培养液：酵母浸膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，葡
萄糖２０ｇ，加三蒸水９００ｍｌ溶解，加入２ｍｇ／ｍｌ氯
霉素水溶液５０ｍｌ，三蒸水定容至１０００ｍｌ，高压灭
菌（１２１℃，１５ｍｉｎ）后于４℃保存备用。

　　ＹＥＰＤ固体培养基：酵母浸膏１０ｇ，蛋白胨２０

ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂２０ｇ，加三蒸水９００ｍｌ溶解，加
入２ｍｇ／ｍｌ氯霉素水溶液５０ｍｌ，以三蒸水定容至

１０００ｍｌ，高压灭菌（１２１℃，１５ｍｉｎ）后于４℃保存备
用。

　　磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）：氯化钠８ｇ，氯化钾０．２

ｇ，以三蒸水定容至１０００ｍｌ，调ｐＨ 至７．４，高压灭
菌（１２１℃，１５ｍｉｎ）后于４℃保存备用。

１．４　抑菌活性测定

１．４．１　三唑醇类化合物的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）判
定　参照ＮＣＣＬＳ推荐的 Ｍ２７Ａ方案，采用微量液
基稀释法［３］判定，测各孔Ｄ 值，与阳性对照孔比，以

Ｄ值下降８０％以上的最低浓度孔中的药物浓度为

ＭＩＣ８０（真菌生长８０％被抑制时的药物浓度）。

１．４．２　点种法　将临床白念珠菌敏感株（９０４、４９４）
和耐药株（１００、０６０４１０９）以１１００接种至１ｍｌ
ＹＥＰＤ培养液，置３０℃、２００次／ｍｉｎ振摇培养２４ｈ，
连续活化２次，第３次活化１６ｈ，使真菌处于指数生
长期后期，用ＰＢＳ缓冲液分别稀释菌液至１０７、１０６、

１０５、１０４和１０３ＣＦＵ／ｍｌ，分别吸出５μｌ，点在加有２

μｇ／ｍｌ的氟康唑或ＳＬ１３０ＹＥＰＤ固体培养基上，２４
ｈ后观察抑菌状态。

１．４．３　琼脂平皿纸片扩散实验　参照 ＮＣＣＬＳ推
荐的纸片扩散法［４］敏感实验，将白念珠菌ＣＡＦ２１
以１１００接种至１ｍｌＹＥＰＤ培养液，置３０℃、２００
次／ｍｉｎ振摇培养２４ｈ，连续活化２次，第３次活化

１６ｈ，使真菌处于指数生长期后期，用血细胞计数板
计数，以 ＹＥＰＤ 培养液稀释调整菌液浓度至１×
１０６～５×１０６ＣＦＵ／ｍｌ。取１００μｌ此浓度菌液，加５
ｍｌＹＥＰＤ培养液于常规 ＹＥＰＤ 固体培养基上，置

３０℃培养箱中孵育６０ｍｉｎ后，轻轻倾倒掉上层液
体，再放入３０℃培养箱，待琼脂表面液体挥干后取
出，在其上面放上无菌纸片（直径６ｍｍ），上面含有
氟康唑和ＳＬ１３０的剂量分别为２０μｇ、１０μｇ以及
只含相应溶剂的ＤＭＳＯ，纸片中含ＤＭＳＯ的量均不
超过５μｌ。将琼脂培养平皿倒置于３０℃培养箱中孵
育，４８ｈ后观察抑菌圈内外菌落状态，并测抑菌圈直
径。

１．４．４　时间生长曲线实验　将白念珠菌ＣＡＦ２１
以１１００接种至１ｍｌＹＥＰＤ培养液，于３０℃、２００
次／ｍｉｎ振摇培养２４ｈ，连续活化２次，第３次活化

１６ｈ，使真菌处于指数生长期后期，以ＹＥＰＤ培养液
稀释调整菌液浓度至Ｄ６００＝０．１，分别加入质量浓度
为４μｇ／ｍｌ的氟康唑和ＳＬ１３０，及空白对照加入相
同体积的ＤＭＳＯ，于３０℃孵箱中，２００次／ｍｉｎ振摇
培养，分别于０、４、８、１２、２４和４８ｈ用紫外分光光度
计６００ｎｍ测菌液Ｄ值，确定菌生长浓度的变化。

１．４．５　时间杀菌曲线实验［５］　将白念珠菌ＣＡＦ２
１以１１００接种至１ｍｌＹＥＰＤ培养液，于３０℃、

２００次／ｍｉｎ振摇培养２４ｈ，连续活化２次，第３次活
化１６ｈ，使真菌处于指数生长期后期，以ＲＰＭＩ１６４０
液体培养基稀释并调整菌液浓度至Ｄ６００＝０．１，上述
菌液各分３份，分别加入质量浓度为８μｇ／ｍｌ的氟
康唑和ＳＬ１３０，空白对照加入相同体积的ＤＭＳＯ，
于３０℃孵箱中，２００次／ｍｉｎ振摇培养，分别在０、４、

８、１２、２４ｈ这５个不同的时间点，将菌液各取１００

μｌ，以０．９％生理盐水１０倍系列稀释之，从不同稀释
倍数的菌液中各取１００μｌ均匀涂于ＳＤＡ平皿表面。
平皿置３０℃培养４８ｈ后计数菌落数目，以ＳＤＡ平
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皿上生长菌落数达２０个为最低限。

１．５　体内活性测定［６］　采用小鼠系统性真菌感染
模型并分组给药观察存活时间来检测ＳＬ１３０的体
内抗真菌活性。５０只ＩＣＲ（ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣａｎｃｅｒＲｅ
ｓｅａｒｃｈ）小鼠随机分为５组，每组１０只。将白念珠菌

ＣＡＦ２１以１１００接种至１ｍｌＹＥＰＤ 培养液，于

３０℃、２００次／ｍｉｎ振摇培养２４ｈ，连续活化２次，第

３次活化１６ｈ，使真菌处于指数生长期后期，用

０．９％生理盐水洗涤３次至上清液无色，去上清液，
以０．９％生理盐水调至菌液浓度至Ｄ６００＝０．３４５，尾
静脉注射真菌溶液０．２ｍｌ／２０ｇ造成小鼠系统性真
菌感染，建立２ｈ后，分别腹腔注射氟康唑、伊曲康

唑、伏立康唑和ＳＬ１３００．４ｍｌ／２０ｇ，空白对照组腹
腔注射０．９％生理盐水，每天１次，连续给药７ｄ，计
算存活率。

１．６　统计学处理　时间生长曲线与杀菌曲线检验
方差齐性，如果齐性才可用ｔ检验。小鼠存活时间
应用研究非参数检验。

２　结　果

２．１　三唑醇类化合物 ＭＩＣ判定　ＳＬ１３０对于多
种敏感菌和非念珠菌的 ＭＩＣ８０＜０．１２５μｇ／ｍｌ，表明
作为氟康唑的结构类似物，ＳＬ１３０有进一步研究的
价值。

表１　三唑醇类化合物ＳＬ１３０的最小抑菌浓度（ＭＩＣ８０）

Ｔａｂ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＭＩＣ８０）ｏｆＳＬ１３０ａｇａｉｎｓｔＣ．ａｌｂｉｃａｎｄｓ
［ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）］

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＣＡＦ２１ Ｙ０１０９ ＳＣ５３１４ Ａｆ Ｃｔ Ｃｎ Ｃｐ

ＳＬ１３０ ０．０００２４ ０．０００９７ ０．０１５６ ４ ０．０１５６ ０．０６２５ ０．０１５６
ＦＣＺ ０．０００９７ ４ １ ＞６４ ０．２５ １６ １
ＩＣＺ ０．０１５６ １ ０．０６２５ ０．２５ ０．２５ ０．２５ ０．０６２５
ＫＣＺ ０．００３９ ０．２５ ０．２５ １ ０．０１５６ ０．０６２５ ０．０６２５
ＶＣＺ ０．０１５６ ０．０１５６ ４ ０．２５ ０．００３９ ０．００３９ ０．０１５６

　ＦＣＺ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ；ＩＣＺ：Ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ；ＫＣＺ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ；ＶＣＺ：Ｖｏｒｉｃｏｎａｚｏｌｅ；Ｃｐ：Ｃａｎｄｉｄａｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ；Ａｆ：Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ；Ｃｎ：

Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅａｆｏｒｍａｎｓ；Ｃｔ：Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃｓ．ＣＡＦ２１，Ｙ０１０９ａｎｄＳＣ５３１４ａｒｅＦＣＺｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

２．２　点种法　本实验验证了ＳＬ１３０对临床上各种
白念珠菌的抑菌状态，结果显示ＳＬ１３０对氟康唑耐
药株１００和０６０４１０９抑菌株效果与氟康唑基本相
当，对氟康唑敏感株９０４和４９４的抑菌效果稍强于
氟康唑（图２）。

图２　ＳＬ１３０对氟康唑敏感菌株和耐药菌株的活性

Ｆｉｇ２　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＳＬ１３０ａｇａｉｎｓｔ

ＦＣＺｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ
ＡｉｓＦｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ，ＢｉｓＳＬ１３０；１００ａｎｄ０６０４１０９ａｒｅＦＣＺｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ，

４９４ａｎｄ９０４ａｒｅＦＣＺｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ．１，２，３，４，ａｎｄ５ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ１０７，１０６，１０５，１０４，ａｎｄ１０３ＣＦＵ／ｍｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．３　琼脂平皿纸片扩散实验　见图３，氟康唑和

ＳＬ１３０的剂量分别是２０μｇ和１０μｇ，结果显示相
同剂量时ＳＬ１３０的抑菌圈明显大于氟康唑。

图３　ＳＬ１３０对氟康唑敏感白念珠菌的敏感性

Ｆｉｇ３　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＦＣＺｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｔｏＳＬ１３０
ＳＬ１３０ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｗａｓｗｉｄｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＦＣＺ．ＩｎＦｉｇ３Ａ，１，２，

３，ａｎｄ４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔＳＬ１３０（２０μｇ），ＳＬ１３０（１０μｇ），ＦＣＺ（１０μｇ），ａｎｄ

ＦＣＺ（２０μｇ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＩｎＦｉｇ３Ｂ，１，２，３，ａｎｄ４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔＦＣＺ／

ＳＬ１３０（２０μｇ），ＦＣＺ／ＳＬ１３０ （１０μｇ），ＦＣＺ／ＳＬ１３０ （５μｇ），ａｎｄ

ＦＣＺ／ＳＬ１３０（２．５μｇ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．４　时间生长曲线实验　结果见图４，ＳＬ１３０在每
个时间点对敏感菌ＣＡＦ２１的抑菌能力都明显强于
氟康唑（Ｐ＜０．０５），显示出较强的抑菌能力。
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图４　氟康唑敏感菌株ＣＡＦ２１对ＳＬ１３０和

氟康唑的时间生长曲线

Ｆｉｇ４　ＴｉｍｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＦＣＺｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎ

ＣＡＦ２１ｗｈｅｎＳＬ１３０ａｎｄＦＣＺｗｅｒｅｂｏｔｈａｔ４μｇ·ｍｌ－１

ＦＣＺａｎｄＳＬ１３０ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙａｎｉｎｉｔｉａｌｉｎｏｃｕｌｕｍｏｆＤ６００＝０．１．Ｐ＜

０．０５ｖｓＦＣＺｇｒｏｕｐｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＦＣＺ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ

２．５　时间杀菌曲线实验　见图５，ＳＬ１３０有明显的
杀菌作用，在１２ｈ以后对敏感株ＣＡＦ２１的杀菌能
力明显强于氟康唑和不给药组（Ｐ＜０．０５）。

图５　氟康唑敏感菌株ＣＡＦ２１对ＳＬ１３０和氟康唑的杀菌曲线

Ｆｉｇ５　ＴｉｍｅｋｉｌｌｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆＦＣＺｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎＣＡＦ２１

ｗｈｅｎＳＬ１３０ａｎｄＦＣＺｗｅｒｅｂｏｔｈａｔ８μｇ·ｍｌ－１

　Ｐ＜０．０５ｖｓＦＣＺｇｒｏｕｐｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＦＣＺ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ

２．６　小鼠存活时间　见图６，ＳＬ１３０对真菌感染小
鼠有保护作用，小鼠存活时间明显长于模型组和伏
立康唑组，ＳＬ１３０的体内保护作用稍强于伊曲康
唑，稍弱于氟康唑（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　目前，白念珠菌仍然是临床最常见的条件致病
性真菌，随着氟康唑长期、大量应用于真菌感染的预
防及治疗，导致白念珠菌耐药性产生。本实验采用
的是１９９７年美国国家临床试验标准化委员会（ＮＣ
ＣＬＳ）提出的 Ｍ２７Ａ方案，通过微量液基稀释法和
系统性真菌感染小鼠模型对三唑醇类化合物进行了

体外和体内的活性筛选。

图６　小鼠存活率与时间的关系

Ｆｉｇ６　Ｓｕｒｖｉｖａｌｐｅｒｉｏｄｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　通过测定 ＭＩＣ确定ＳＬ１３０对氟康唑敏感菌具
有抗真菌活性，又通过纸片扩散法，时间杀菌曲线
及小鼠的存活率等实验进一步证实这个化合物的抗

真菌活性强于氟康唑，它对临床敏感菌和非念珠菌
活性均强于氟康唑、伊曲康唑及伏立康唑，ＭＩＣ８０
值＜０．１２５μｇ／ｍｌ。点种法结果显示药效均强于临
床各种敏感菌和耐药菌。纸片扩散法，时间生长曲
线及时间杀菌曲线都进一步证实了ＳＬ１３０的活性
强于氟康唑。体内小鼠的存活时间明显强于空白对
照组和伏立康唑，稍强于伊曲康唑，稍弱于氟康唑。
本实验显示ＳＬ１３０具有很强的体外效果和较好的
体内效果。
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